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УДК 577.152.1 
 
СКРИНІНГ ШТАМІВ МІКРОСКОПІЧНИХ ГРИБІВ – ПРОДУЦЕНТІВ ЛАККАЗИ 
 
© О. М. Демків, С. Я. Банах, С. В. Притула, Г. З. Гайда, М. В. Гончар 
 
Здійснено скринінг штамів мікроскопічних грибів за здатністю до синтезу лаккази та відібрано кращі 
продуценти позаклітинного ферменту – штами Stachybotris chartarum та Monilinia fructicola. Вперше 
показано здатність гриба S. сhartarum екскреторно продукувати лакказу, оптимізовано умови культи-
вування клітин цього штаму, в аналітичній кількості одержано цільовий фермент та встановлено мо-
лекулярну масу субодиниці лаккази (50 кДа) 
Ключові слова: мікроскопічнi гриби, скринінг продуцентів, лакказа, штам Stachybotris chartarum, умови 
культивування 
 
The screening of fungal strains on a capability to laccase synthesis was carried out and the best producers of 
extracellular enzyme – Stachybotris chartarum and Monilinia fructicola strains were selected. The ability of the 
fungus S. chartarum to produce laccase extracellularly was demonstrated in the first time, the optimal 
conditions for cultivation of the cells were selected, analytical quantity of a goal enzyme was obtained and the 
molecular mass of laccase subunit was determined (50 кDa) 
Keywords: fungi, screening of producing strains, laccase, Stachybotris chartarum strain, cultivation conditions 
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1. Вступ  
Виробництво ферментних препаратів у всьому 
світі є одним з провідних напрямів біотехнології. Фе-
рментні препарати широко використовуються в різ-
них галузях харчової та легкої промисловості, в ме-
дицині, сільському господарстві, охороні навколиш-
нього середовища, аналітичних дослідженнях і т. ін. 
Тому проблема отримання значної кількості фермен-
тних препаратів, використовуючи відносно прості 
економічно вигідні технологічні операції, є надзви-
чайно актуальною. Препарати грибних лакказ і їх ім-
мобілізовані форми використовуються для текстиль-
ної, харчової, косметичної та інших галузей промис-
ловості, при очищенні стічних вод, що містять фено-
льні сполуки, в органічному синтезі, у виробництві 
миючих засобів, для створення антимікробних ком-
позицій, в імуноферментному аналізі. Крім того, що 
лакказа є практично важливим ферментом, якій ви-
користовують в різних біотехнологічних процесах, 
цей фермент викликає великий інтерес з точки зору 
фундаментальних досліджень її структури і механіз-
му каталітичної дії. 
Пошук ефективних продуцентів лаккази з метою 
розробки економічно вигідної технології одержання 
високоактивних препаратів позаклітинних форм фер-
менту є актуальним напрямком біотехнологічних дос-
ліджень. 
 
2. Літературний огляд  
Фермент лакказа є одним з небагатьох ферментів, 
які вивчалися, починаючи з дев'ятнадцятого століття, 
але і досі залишається предметом фундаментальних та 
прикладних досліджень [1–3]. Йосіда вперше одержав 
лакказу з ексудату Японського дерева Rhus vernicifera 
в 1883 році. Бертран і Лаборд в 1896 р. вперше проде-
монстрували, що лакказа є грибним ферментом [2]. 
Лаккази (бензендіол:оксиген оксиредуктази, п-
діфенолоксидази (КФ 1.10.3.2) знайдено в рослинах, 
комахах, грибах і бактеріях. Відомо, що лакказу про-
дукують фітопатогенні, грунтові та дереворуйнуючі 
аскоміцети. Але основними продуцентами лаккази є 
вищі гриби-базидіоміцети [3–6]. Широко вивчаються 
як продуценти лаккази гриби роду Phanerochaete, що 
викликають білу гниль деревини. 
Лакказа містить 4 атоми міді, тому є членом 
групи синіх мідних білків (оксидаз), серед яких є ок-
сидази ссавців, зокрема, білок плазми крові церулоп-
лазмін. Більшість грибних лакказ є мономерними, 
димерними або тетрамерними глікопротеїнами [1, 2, 
7–9]. Вони приймають участь в процесах глікозилю-
вання, відіграють певну роль в секреції, сприятливос-
ті до протеолітичної деградації, утриманні міді і тер-
мічної стабільності. Склад лакказних глікопротеїнів 
може змінюватися в залежності від складу середови-
ща, через це вони можуть бути гетерогенними [8]. На 
біосинтез та активність фермента великий вплив ма-
ють умови культивування – рН, температура, склад 
середовища тощо [8–11]. 
Великий інтерес як у фундаментальному, так і 
прикладному плані, представляє субстратна специфі-
чність лаккази. Цей фермент здатен каталізувати 
окислення широкого спектру органічних і неорганіч-
них субстратів, включаючи моно-, ди- і поліфеноли, 
амінофеноли, метоксифеноли, ароматичні аміни та 
аскорбати. Окиснення органічних сполук протікає по 
вільно-радикальному механізму, який в даний час до 
кінця не вивчений [1, 7–9]. 
Надзвичайні здатності лаккази, як оксидоредук-
тази, окисляти фенольні сполуки та відновлювати 
молекулярний кисень до води спричиняє підвищений 
інтерес науковців та спонукає їх до докладного ви-
вчення цього ферменту [1, 8, 12]. Насамперед, актуа-
льним є пошук мікробних продуцентів ферменту з 
новими фізико-хімічними властивостями, пов‟язаний 
з широким прикладним аспектом аналітичного та бі-
отехнологічного використання лаккази [1–3, 12]. 
Лакказу використовують в різних галузях про-
мисловості, а саме в целюлозно-паперовій промисло-
вості для делігніфікації паперової пульпи, в тексти-
льній промисловості для відбілювання тканин, в хар-
човій і косметичній промисловостях - для детоксика-
ції та знебарвлення стічних вод, в органічному синте-
зі – для біодеградації ксенобіотиків, для створення 
антимікробних композицій, при отриманні деревово-
локнистих плит, дерев'яних блоків і картону без за-
стосування токсичних речовин, при виробництві ми-
ючих засобів, при розробці катодів біопаливних еле-
ментів [1, 4–6, 12]. Лакказа є перспективним біоеле-
ментом у біосенсориці, зокрема, для аналізу феноль-
них сполук в стічних водах промислових підпри-
ємств, а також для визначення антиоксидантної акти-
вності червоних вин [1, 12].  
 
3. Мета та задачі дослідження  
Метою нашого дослідження було знайти ефек-
тивний продуцент лаккази серед колекційних штамів 
мікроскопічних грибів.  
Для досягнення поставленої мети були вирішені 
наступні задачі: 
1. Здійснити скринінг колекційних штамів мікрос-
копічних грибів на здатність продукувати лакказу.  
2. Вибрати найефективніший продуцент позак-
літинного ферменту та дослідити оптимальні умови 
його культивування. 
3. В аналітичній кількості одержати препарат ла-
ккази та охарактеризувати його головні властивості. 
 
4. Матеріали та методи досліджень 
У роботi використовували штами мікроскопічних 
грибів (табл. 1) із музеїв культур мікроорганізмів тих 
закладів, де працюють або навчаються автори статті: 
Інститут біології клітини НАН України (НАНУ), 
Львівський національний університет ім. Івана Франка 
(ЛНУ), Жешувський університет, Польща (ЖУ).  
Штами мікроорганізмів вирощували в мінераль-
ному середовищі наступного складу (г/л): КNO3 – 2,5 г, 
KH2PO4 – 2 г, NaCl – 0,5 г, MgSO4·7H2O – 0,5 г, мі-
неральні елементи – 2 мл, дріжджовий екстракт – 
0,2 г, які розчиняли на дистильованій воді. Джерелом 
карбону залежно від мети експерименту були: гліце-
рол – 10 г, глюкоза – 10 г, мальтоза – 10 г, вирощува-
ли при 25 оС або 28 оС у колбах об‟ємом 500 мл на 
шейкері при постійній аерації (150 та 200 об./хв).  
В залежності від мети експерименту використо-
вували клітини або культуральну рідину (KP). Про-
водили якісний та кількісний аналіз активності лак-
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кази у безклітинному екстракті (БЕ) та КР досліджу-
ваних штамів за використання – 5 мМ АБТС (2, 2‟- 
азино-бис(3-этилбензотиазолин-6-сульфонат) [12]. В 
основі методу визначення лежить здатність ферменту 
окислювати субстрат AБTС, що супроводжується 
утворенням забарвленого продукту реакції. Питому 
активність ферменту виражали в мкмоль субстрату 
(продукту), витраченого (утвореного) за 1 хв в пере-
рахунку на 1 мг білка за стандартних умов реакції 
(мкмольхв-1мг-1). 
Концентрацію білка в БЕ і КР визначали мето-
дом Лоурі.  
Електрофоретичні дослідження білків у поліа-
криламідному гелі (ПААГ) здійснювали за нативних 
та денатуруючих умов на приладі VE-2M «Хелікон» 
(Москва). Візуалізацію зон активності лаккази за по-
явою забарвленого продукту реакції проводили ме-
тодом окиснення АБТС у пластинці 10 % поліакри-
ламідного гелю (ПААГ), після розділення білків ско-
нцентрованої культуральної рідини (КР) за нативних 
умов електрофорезу.  
Молекулярну масу субодиниць ферменту ви-
значали методом SDS-електрофорезу в 15 % ПААГ 
за Леммлі. Для цього з полоски непрофарбованого 
нативного гелю, яка містила активний фермент, 
елюювали білок шляхом кип‟ятіння подрібненого 
ПААГ протягом 5 хв в буфері з 5 % SDS та 10 мМ 
дитіотриетолом.  
Статистичне опрацювання результатів прово-
дили з використанням програмних пакетів Microsoft 
Exсel та Origin.  
 
5. Результати дослідження та їх обговорення 
З метою пошуку потенційного продуцента ла-
ккази було здійснено скринінг штамів мікроскопіч-
них грибів. Для цього клітини різних штамів виро-
щували у мінеральному середовищі з 1 % глюкозою, 
та 0,05 % дріжджовим екстрактом протягом 3-х діб. 
Наявність внутрішньоклітинної та позаклітинної лак-
кази у досліджуваних штамів визначали через 2 та  
3 доби культивування за використання АБТС. Як ви-
дно з результатів, поданих у табл.1, гриби B. aclada, 
S. salmonicolor та S. chartarum здатні накопичувати 
внутрішньоклітинну лакказу. 
Позаклітинну активність лаккази (ПАЛ) ви-
явили у штамів M. fructicola, S. chartarum та B. ас- 
lada.  На рис. 1 представлені результати по кількіс-
ному визначенню ПАЛ у цих штамів. Як видно з ри-
сунку, ПАЛ у M. fructicola була у 4,5 та 27 разів ви-
щою, ніж у S. chartarum та B. аclada, відповідно.  
 
Таблиця 1 
Активність лаккази у досліджуваних штамів мікроскопічних грибів 
Час культивування 
Штам/музей закладу 
Внутрішньоклітинна Позаклітинна 
2 доба 3 доба 2 доба 3 доба 
Botrytis aclada/ЖУ – ± – + 
Botrytis allii/ІБК – – – – 
Monilinia fructicola/ЖУ – – + + 
Sporobolomyces salmonicolor/ЖУ – + – – 
Torula sp/ЖУ – – – – 
Stachybotris chartarum/ЖУ + + + + 
Aureobasidium pullulans/ЖУ – – – – 
Сhaetomium globosum/ЖУ – – – – 
Trichothocium roseum/ЛНУ – – – ± 
Absidia glauca/ЖУ – – – – 
Oidium lactis/ЛНУ – – – – 
Trichoderma lignorum/ЛНУ – + ± ± 
Aspergillus oryzea/ЛНУ – – – – 
Fusarium oxysporum/ЖУ – – – ± 
Fusarium sp./ЛНУ – ± ± ± 
Penicillum chrysogenum / ЛНУ – + ± ± 
Примітка: «+» – спостерігаємо появу забарвлення; «±» – забарвлення не є інтенсивним; «–»  – не спостерігаємо появу за-
барвлення 
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Рис. 1. Позаклітинна активність лаккази на третю  
добу культивування клітин Stachybotris chartarum (1); 
Monilinia fructicola (2); Botrytis aclada (3) 
 
Досліджували вплив умов (хімічного складу 
середовища та часу) культивування штама S. сharta-
rum на активність лаккази. Для цього клітини виро-
щували протягом двох діб на мінімальному середо-
вищі за використання різних джерел карбону: гліце-
ролу, мальтози, етанолу та глюкози (рис. 2, а). Як ви-
дно з представлених результатів, найвища активність 
спостерігається на середовищах, що містили 1 % ма-
льтози або глюкози. При дослідженні впливу часу 
культивування, ми аналізували активність позаклі-
тинної лаккази протягом 8 діб росту на різних сере-
довищах (рис. 2, б).  
На другу добу культивування у штама S. 
chartarum спостерігали найвищу активність лаккази 
(0,93 Од/мг та 1,01 Од/мг) на середовищах з глюко-
зою та мальтозою, відповідно. При культивуванні на 
середовищі з гліцеролом найвища активність лаккази  
досягалась на 3 добу культивування, проте вона була 
нижчою у 5 разів, ніж на середовищах із глюкозою 
або мальтозою.  
Отримані дані добре корелюють з результата-
ми візуалізації ПАЛ, наведеними на електрофорегра-
мі (рис. 3, а). Після електрофоретичного (ЕФ) фрак-
ціонування в ПААГ за нативних умов зразків скон-
центрованих культуральних рідин (КР), пластинку 
гелю було оброблено хромогенним субстратом 
АБТС. Найбільш інтенсивно забарвлену зону ПАЛ 
було виявлено у зразках КР клітин, що росли на се-
редовищі з 1 % мальтозою (КР/мальтоза).  
ЕФ характеристику препаратів лаккази S. char- 
tarum за денатуруючих умов (у 15 % SDS-ПААГ) та 
результати визначення молекулярної маси субоди-
ниці ферменту представлено на рис. 3, б. Зразок 
елюату з гелю проявив на електрофореграмі одну 
зону (доріжка 4), яка відповідає молекулярній масі 
приблизно 50 кДа. Розрахунок молекулярної маси 
субодиниці ферменту проводили шляхом порівнян-
ня ЕФ рухливостей дослідженого білка та маркер-
них білків у ПААГ. В табл. 2 представлено резуль-
тати нашого дослідження у порівнянні із даними лі-
тератури. 
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Рис. 2. Вплив умов культивування на питому актив-
ність позаклітинної лаккази у штама Stachybotris 
chartarum: а – 1 % джерело карбону у середовищі;  
б – час культивування 
 
   
а                                      б 
Рис. 3. Електрофореграми сконцентрованих зразків КР: 
а – візуалізація зон ПАЛ у 10 % ПААГ. 1 – КР/глюкоза, 
2 – КР/мальтоза; б – характеристика препаратів лаккази 
за денатуруючих умов у 15 % SDS-ПААГ визначення 
молекулярної маси субодиниці лаккази. 1 – осад 
КР/глюкоза, 2 – осад КР/мальтоза; 3 – елюат із нативно-
го гелю; 4 – маркери молекулярної маси, КДа 
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Таблиця 2 
Властивості лакказ з різних штамів грибів 
Штам/посилання Кількість ізозимів Молекулярна маса, кДа 
Trametes multicolor [8] 5 63 
Ganoderma lucidum [8] 3 65–68 
Pleurotus ostreatus [8] 1 67 
Chaetomium subvermispora [8] 2 71 
Pycnoporus cinnabarinus [8] 1 81 
Trichoderma [8] 1 71 
Neurospora crassa [8] 1 65 
Coriolus hirsutus [8] 1 55 
Coriolopsis fulvocinerea [9] 1 64 
Cerrena maxima [9] 1 70 
Trametes hirsuta [9] 1 67 
Trametes ochracea [9] 1 65 
S. сhartarum - наші дані – 50 
 
Як видно з табл. 2, молекулярна маса субоди-
ниці лаккази штаму S.chartarum є близькою відповід-
ним значенням інших грибів. Таким чином, нами 
вперше показано здатність грибу S. сhartarum екск-
реторно продукувати лакказу та визначено молеку-
лярну масу субодиниці цього ферменту. 
 
7. Висновки 
1. Здійснено скринінг штамів мікроскопічних 
грибів за здатністю до синтезу лаккази та відібрано 
кращі продуценти позаклітинного ферменту – штами 
Stachybotris chartarum та Monilinia fructicola.  
2. Вперше показано здатність гриба S. сharta-
rum екскреторно продукувати лактазу. 
3. Оптимізовано умови культивування штаму 
S. сhartarum: найвища активність позаклітинної лак-
кази спостерігається на другу добу росту при культи-
вуванні на середовищі, яке містило мальтозу або 
глюкозу як джерела карбону.  
4. Методом електрофорезу в поліакриламідно-
му гелі встановлено молекулярну масу позаклітинної 
лаккази (50 кДа), отриманої в аналітичній кількості з 
клітин гриба S. сhartarum. 
 
Подяка 
Роботу виконано за фінансової підтримки в 
рамках проекту МОН України «Дослідження нових 
композиційних матеріалів з іонно-синтезованими ме-
талевими наночастинками для сенсорики» 
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ГЛУТАТІОНОВА СИСТЕМА КЛІТИН СЛИЗОВОЇ ОБОЛОНКИ ШЛУНКА ПРИ  
ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМУ СПОЖИВАННІ ПІДВИЩЕНОЇ КІЛЬКОСТІ NaCl 
 
© М. О. Тимошенко, О. О. Кравченко, Л. М. Гайда 
 
Розглядаються особливості функціонування глутатіонової системи клітин слизової оболонки шлунка 
при експериментальному споживанні підвищеної кількості NaCl. Результати відображають зміни вну-
трішньоклітинного окисно-відновного стану, – переважання прооксидантних умов та зниження глута-
тіонредуктазної активності як в період безпосереднього впливу даного чинника, так і протягом дво-
тижневої його відміни, що вказує на можливий довготривалий вплив на клітинний метаболізм 
Ключові слова: глутатіон, глутатіонредуктаза, глюкозо-6-фосфатдегідрогеназа, слизова оболонка 
шлунка, хлорид натрію 
 
The glutathione system functioning features in gastric mucosa cells under experimental consumption of in-
creased NaCl amount were considered. The prevalence of oxidative state and decreased glutathione reductase 
activity were found both during the impact of this factor and its two-week cancellation that might have been in-
dicating a long-term effect on cellular metabolism 
Keywords: glutathione, glutathione reductase, glucose-6-phosphate dehydrogenase, gastric mucosa, sodium 
chloride 
